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Moyens de detection et de purification de 
populations lymphocyt aires TCD8+ , specif iques de peptides 
presentes dans le contexte HLA 

L* invention a pour objet des moyens de detection et 
de purification de populations lymphocyt aires TCD8+, 
specif igues de peptides presentes dans le contexte HLA. 

Le lymphocyte T porte un recepteur specifique de 
l'antigene" contre lequel il est commis, appele TCR. Ce TCR 
est compose de plusieurs chaines, dont les chaines a et 0 qui 
sont impliquees dans la reconnaissance specifique d'un 
peptide antigenique particulier presente dans une molecule 
HLA. Cette reconnaissance se materialise par la capacite du 
TCR a/0 du lymphocyte T a se fixer avec une certaine 
affinite aux complexes HLA-peptide presents a. la surface de 
la cellule cible. Reciproquement , des complexes HLA-peptide 
solubles sont capables de se fixer aux TCR presents a la 
surface des lymphocytes T specifiques du complexe HLA-peptide 
considere . 

A l'heure actuelle, le systeme le mieux etudie 
moleculairement est la reconnaissance par des lymphocytes T 
CD8+ de peptides antigeniques presentes dans des molecules du 
complexe majeur d ■ histocompatibilite { CMH) de classe I et en 
particulier dans 1' allele HLA-A0201. 
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5 Dans ce systeme, il est etabli que l'af finite du 

TCR pour le complexe HLA-peptide est tres faible comparee a 
l'af finite d'un anticorps pour son antigene. Pour cette 
raison, la detection de lymphocytes porteurs de TCR reactifs 
contre un peptide specif ique dans ce contexte HLA a 1 • aide de 

10 molecules HLA-A0201 solubles chargees en peptides et marquees 
est impossible. Pour pallier cette faible af finite, Altman et 
al (1) ont fabrique un reactif multivalent compose de 
complexes HLA- A02 01 -peptide ou la chaine lourde du HLA est 
biotinylee, ce qui permet une association en tetramere avec 

15 la streptavidine . Ce tetramere HLA-peptide presente une 
avidite augmentee pour les lymphocytes T porteurs des' TCR 
appropries et peut done etre utilise pour visualiser par 
immunofluorescence les populations reactives . 

Mais le TCR n'est pas la seule molecule -du 

20 lymphocyte T qui puisse interagir avec le complexe HLA- 
peptide. En effet, lors de la reconnaissance physiologique, 
la fixation du TCR au complexe CMH-peptide est renforcee par 
la fixation du co-recepteur CD 8 a une portion constante des 
molecules CMH de classe I. La participation du CD8 dans 

25 1 ' interaction est variable d'un clone lymphocytaire a 1 1 autre 
et peut dans certains cas conduire a une augmentation tres 
importante de la capacite de fixation a un complexe HLA- 
peptide donne. Cette capacite du CDS a se fixer au HLA de 
classe I a pour consequence d'entraxner un bruit de fond de 

30 fixation des tetrameres HLA de classe I sur des lymphocytes T 
CD8+ qui portent des TCR non specifiques du complexe HLA- 
peptide. Ce bruit de fond augmente avec la concentration de 
tetramere utilisee et peut conduire a des faux positifs en 
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5 immunofluorescence. Pour essayer de diminuer ce marquage non 
specif ique, la plupart des equipes realisent leurs marquages 
avec les tetrameres HLA de classe I en presence d'anticorps 
anti-CD8 . Mais seuls certains anticorps anti-CE8 sont 
efficaces et les rapports optimaux de concentrations entre 
10 1 'anticorps et le tetramere doivent etre reajustes a chaque 
test. Du fait de ces inconvenients , la detection de sous- 
populations specif iques peu - representees au sein d'une 
population non specif ique (par exemple de 1 1 ordre de 0,1 a 1 
%) devient difficile. 

15 

Par ailleurs, une autre application potentielle des 
tetrameres HLA a ete envisagee. Elle consiste a isoler par 
tri (en cytometrie de flux ou par tri immunomagnetique) des 
populations lymphocyt aires reactives contre un complexe HLA- 

20 peptide donne a des fins d» expansion in vitro, puis 
d ' utilisation therapeutique dans des protocoles 

d ' immunisation passive anti-virale ou anti - tumorale . Mais le 
bruit de fond de fixation du tetramere du a la participation 
du CD 8 peut constituer un obstacle serieux a cette 

25 application car il conduit a 1 ' isolement d'une fraction 
souvent importante de lymphocytes T non react if s vis-a-vis du 
complexe HLA-peptide select ionnant . 

Salter et al (2) ont montre que la fixation d'un 
30 HLA membrannaire exprime par des cellules transfectees a un 
co-recepteur CD8aa etait alteree lorsque le HLA comportait 
une mutation dans le domaine a3 . 
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5 L 1 etude de telles mutations par les inventeurs les 

a conduits a verifier que des tetrameres mutes solubles 
fixent ef f ectivement moins le CD8, qu'il soit act ou ap, 
associe ou non a un TCR a la surface du lymphocyte T, ce qui 
se traduit par une diminution du bruit de fond. 

l0 On pouvait alors s 1 attendre a ce " que la perte 

d'af finite resultant de la mutation conduise a une perte de 
signal specifique totale ou restreinte a certains clones 
lymphocytaires T CD 8 dependants. L» article de Salter et al 
montre a cet egard que certains clones alloreactifs CD 8 

15 dependants perdent leur cytotoxicity vis-a-vis de cellules 
portant le HLA-A2 mute tandis que d'autres sont peu affectes. 

Ainsi il aurait ete possible que les tetrameres 
mutes ne detectent qu'une fraction des cellules reactives 
(les moins CD 8 dependantes) au sein d ' une population 

20 polyclonale. 

Les nombreux marquages comparatifs de populations 
polyclonales avec les tetrameres mutes et .natif s realises par 
les inventeurs en double marquage avec un anticorps anti-CD8 
demontrent qu'au contraire, de maniere inattendue, le 

25 tetramere mute reconnait le meme pourcentage de cellules 
specif iques que le tetramere natif. 

De plus, la comparaison de marquage avec le 
tetramere mute sur un clone tres CD 8 dependant et un clone 
peu CD 8 dependant montre une efficacite comparable de 

30 fixation du tetramere rapportee a 1 ' intensite d' expression du 
TCR. 
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II apparait done que la mutation diminue de facon 
tres importante la fixation du tetramere au CD 8 seul, mais 
affecte beaucoup moins sa fixation au complexe TCR-CD8. 

L 1 invention repose done sur la mise a profit des 
proprietes mises en evidence chez les multimeres de HLA 
mutes, ou, de maniere plus generale, al teres, et vise, en 
■*rxt;- que nouveaux produits, de tels multimeres et leurs 
lexes avec des peptides antigeniques . 

Elle vise egalement 1 1 utilisation de ces molecules 
detection et/ou 1 ' isolement de populations 
- , /taires TCD8 + , peptide- specif iques . 

Elle vise en outre a fournir une methode de 
detection et/ou d 1 isolement de telles populations a 1 » aide de 
telles molecules, chargees en peptide, en particulier pour 
des applications en diagnostic et en therapeutique . 

Les multimeres selon 1 ' invention sont elabores a 
partir de proteines recombinantes analogues de CMH de classe 
I et sont caracterises en ce que les proteines comportent au 
moins une alteration dans la zone d • interaction d'une chalne 
lourde de CMH de classe I avec le co-recepteur CDS des 
lymphocytes T, conduisant k une reduction, voire a la 
suppression de 1 ' af finite de 1 ' interaction entre la chaine 

lourde et le CD 8 . 

L ' alteration de la zone d ■ interaction concerne plus 

specialement le domaine a3 de la chaine lourde. 

II s'agit tout particulierement d'une mutation dans 
le domaine a3 d'au moins un acide amine, par rapport au 
domaine correspondant d'une chaine lourde native capable de 
se fixer audit co-recepteur CD8 . 
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On citera par exemple la mutation d'un residu 
alanine en residu valine en position 24 5 du domaine a3 de la 
molecule HLA-A2 . 

L 1 alteration peut egalement consister en une 
modification chimique d'au moins un acide amine et/ou en une 
deletion d ' au moins un acide amine, ce ou ces types 
d' alteration s'ajoutant le cas echeant a une ou plusieurs 
mutations . 

L ' invention vise egalement, en tant que nouveaux 
produits, les complexes elabores a partir des multimere? 
definis ci-dessus et de peptides antigeniques . 

Dans ces complexes, les multimeres se preseritent 
notamment sous forme de tetrameres . 

Conformement a 1' invention, ces complexes sont 
utilises pour la detection et/ou 1 ' isolement de populations 
lymphocyt aires TCD8+ reconnaissant de maniere specifique le 
peptide antigenique des complexes. 

L ' utilisation des complexes definis ci-dessus 
permet de diminuer de facon tres importante le bruit de fond 
de fixation non specifique sans alterer le marquage 
specifique et, en outre, de s'affranchir de la necessite 
d'utiliser conj ointement un anticorps ant i- CD 8 lors 
d 1 analyses en immunofluorescence. 

Dans une utilisation preferee, lesdits complexes 
sont mis en oeuvre dans un procede de tri cellulaire, tel que 
le tri immunomagnetique . 
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Une technique de tri inununomagne t ique pour isoler 
des lymphocytes T specifiques chez la souris est decrite par 
Luxembourg et al . (5) . 

Cette technique est basee sur 1 ■ utilisation d'un 
systeme de billes recouvertes de complexes CMH-peptide 
(produits dans un systeme Drosophile ; charges en peptides et 
biotinyles chimiquement ) . 

L * invention vise egalement une methode de detection 
et/ou d'isolement de populations lymphocyt aires T CD8+ 
peptide- specif iques, a partir d'une population polyclonale. 
La methode de detection est caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale avec des 
mul timer es complexes a des peptides antigeniques tels que 
definis ci-dessus, dans des conditions permettant une 
interaction entre les complexes de CMH de classe I 
alteres/peptides et les recepteurs des lymphocytes T ayant 
une af finite pour lesdits complexes, 

- la revelation des populations lymphocyt aires qui 
se sont fixees auxdits complexes. 

La revelation est realisee par exemple par 
fluorescence en utilisant des multimeres comportant des 
composes f luorescents . 

La methode d'isolement des populations 

lymphocytaires peptide -specifiques a partir de populations 
polyclonales entre egalement dans le cadre de 1 ' invention et 
peut etre mise en oeuvre le cas echeant apres 1 ' etape de 
detection ci-dessus. 
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Cette methode met en jeu la technique du tri 
immunomagnetique et est caracterisee en ce que qu'elle 
comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale 
avec des billes magnetiques sur lesquelles sont fixees les 
complies peptide/analogues de CMH de ciasse I, tels que 
vifinis ci-dessus, dans des conditions permettant une 
..teraction entre lesdits complexes et les recepteurs des 
hocytes T ayant une af finite pour ces complexes, 

la recuperation des populations fixees, 
:*et - ion de tri etant repetee, si souhaite, et/ou suivie, 
,„s echeant, " d'une etape 

d' amplification in vitro des populations 

selectionnees. 

L 1 augmentation du differenciel entre bruit de fond 
et marquage specifique avec les multimeres alteres comme 
defini ci-dessus permet une meilleure discrimination des 
populations lymphocyt aires specif iques au sein d'une 
population polyclonale, et rend ainsi tres efficace le tri 
immunomagnetique avec ces multimeres. 

Les molecules de CMH comprennent par exemple un 
motif de biotinylation enzymatique sur la chaine lourde . Les 
billes sur lesquelles sont fixees les complexes sont couplees 

a la streptavidine. 

Les populations polyclonals proviennent 

d'echantillons preleves sur des patients, comme des . liquides 
synoviaux ou des cellules mononuclees du sang peripherique . 

L ' etape d ' amplification des populations 

selectionnees est realisee avantageusement par stimulation 
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polyclonale dans des conditions qui n'affectent pas la 
representativite des populations amplif iees . On a recours par 
exemple a PHA, IL2 ou des PBL irradies. 

L ' invention vise egalement les populations 
lymphocytaires T selectionnees et le cas echeant amplif iees , 
caracterisees en ce qu'elles sont exclusivement constitutes 
de lymphocytes T reactifs vis-a-vis du peptide d'un complexe 
donne . 

De telles populations peptide-specif iques revetent 
un grand interet en therapeutique, et plus specialement pour 
les applications qui reposent sur leur re-admnistration selon 
1 ' immunotherapie adoptive . 

L ' invention vise done des compositions 
pharmaceut iques caracterisees en ce qu'elles sont elaborees a 
partir d'une population lymphocytaire T peptide-specif ique 
telle que definie ci-dessus, en association avec un vehicule 
pharmaceut ique . 

De telles compositions sont avantageusement 
administ rabies par injection. 

11 est ainsi possible de- restaurer une immunite 
antivirale ou antitumorale apres injection de lymphocytes T 
reconnaissant respectivement un complexe CMH de classe 1/ 
peptide viral ou tumoral defini, ou de corriger un 
desiquilibre immunitaire (par exemple cas d • autoimmunite , ) 
par 1 ■ administration de cellules T dirigees contre un 
antigene donne et presentant des proprietes activatrices ou 
inhibitrices de la reponse immunitaire . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1 ' invention figurent dans les exemples qui suivent , donnes a 
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5 titre purement illustratif, dans lesquels il est fait 
reference aux figures 1 a 7, qui representent , respectivement 

- les figures 1 et 2 representent les intensites de 
fluorescence - (moyennes) en fonction des concentrations en 
tetrameres natifs (1A, 2A) et en tetrameres mutes 

10 correspondants (IB, 2B) avec des tetrameres charges en 
peptide issu de BMLF1 (fig.l) ou de pp65 (fig. 2), 

la figure 3, les moyennes d'intensite de 
fluorescence en fonction des concentrations en tetrameres 
natifs et mutes avec des clones specif iques, 

15 . la figure 4A, le pourcentage de lyse, avec ou 

sans anticorps anti-CD8 de 2 clones specif iques d'une lignee 
B HLA-AO201 chargee avec un peptide BMLF1 et les figures 4A 
et 4B, les resultats des marquages de ces clones, 

- la figure 5, les resultats de simples (avec -le 
20 phycoerythrine, PE) et doubles (PE et anticorps anti-CD8 

marques) marquages de tetrameres natifs et mutes avec les 
lymphocytes de 2 patients, et 

- les figures 6 et 7, les resultats de tris 
immunomagnet iques realises avec des tetrameres natifs et des 

25 tetrameres mutes. 

Exemple 1 : Fabrication d'un tetramere HLA-A0201 
mute dans la zone d ' interaction avec le co-recepteur CD8 . 

On a utilise un plasmide d' expression en bacterie 
30 contenant l'ADNc codant pour la chaine lourde du HIA0201, 
prolonge d'une sequence codant pour un motif de biotinylation 
enzymatique (construction selon Altman et al (1) . La zone 
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codant pour le domaine a3 a ete amplifiee avec des amorces 
specifiques SEQ ID N°l 

5 ' CCTTCCAGAAGTGGGTGGCTGTGGTGGTGCC 3 » 
et SEQ ID N°2 

5 ' GGCACCACCACAGCCACCCACTTCTGGAAGG 3 * 

On a introduit dans les fragments d ' amplification 
une mutation d'une base pour transformer le codon alanine en 
un codon valine en utilisant le kit QuicJcChange Site-directed 
Mutagenesis R de Stratagene. 

Le fragment mute a ete reintroduit dans le plasmide 
d' expression et la presence de la mutation a ete controlee 
par seguencage . 

La chaine lourde HLA-A02 01 mutee a ete produite en 
corps d 1 inclusion bacterien et le monomere HLA charge en 
peptide, puis le tetramere mute correspondant , bnt pu etre 
obtenus suivant un protocole de renaturation precedemment 
decrit par Garboczi et al (3) . 

Exemple 2 : Etude comparative de l'efficacite et de 
la specificite de marquage immunof luorescent entre un 
tetramere HLA-A0201 natif et le tetramere HLA-A0201 mute 
charges avec differents peptides 

a) Marquage de clones lymphocyt aires 

Des tetrameres HLA-A0201 natifs et des tetrameres 
correspondant s mutes ont ete charges soit avec un peptide 
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issu de la proteine BMLF1 du virus de I'EBV, .soit avec un 
peptide issu de la proteine pp65 du CMV. 

Les tetrameres natifs sont obtenus selon la 
technique de 1 ' exemple 1, mais sans la mutation. 

Des clones specifiques et non specifiques ont ete 
marques et utilises a des concentrations croissantes. 

La figure 1 donne les moyennes d'intensite de 
fluorescence (MFI) obtenues avec les tetrameres HIiA~A2/BMLFl 
natifs (figure 1A) et avec les tetrameres correspondants 
mutes (figure IB) . 

On constate que le tetramere HLA-A2/BM natif montre 
un bruit de fond de fixation sur certains clones ' non 
specifiques qui augmente avec la dose de tetramere utilisee. 

Ce bruit de fond ne semble pas exclusivement lie a. 
la restriction HLA du clone considere, mais depend aussi -du 
peptide charge puisque deux clones anti-IEl restreints HLA- 
A02 01 donnent un fort bruit de fond, alors que le clone anti- 
melan-A egalement restreint HLA-A02 01 donne un bruit de fond 
mode re . 

Avec le tetramere mute, les moyennes de 
fluorescence (MFI) obtenues sur les clones specifiques 
(BM/A2) sont plus faibles que celles obtenues avec le 
tetramere natif, mais le bruit de fond sur les clones non 
specifiques est quasiment nul et ceci quelle que soit la 
concentration de tetramere utilisee. 

On remarquera que cette difference de bruit de fond 
entre le tetramere natif et le tetramere mute n'est pas 
particuliere au tetramere A2/BM puisqu'on 1' observe egalement 
avec le tetramere HL*A-A2/pp65 (voir figure 2) . 
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5 Dans cette figure 2, la moyenne de fluorescence est 

indiquee en echelle log afin de visualiser les faibles bruit 
de fond de marquage obtenu avec le tetramere mute. On 
constate que le differential entre le marquage specifique et 
le marquage non specifique est de l'ordre de 2 log (10 2 ) avec 

10 le tetramere A2/pp65 mute, alors qu ' il est de seulement 1 log 
avec le tetramere natif. Les deux exceptions notables sont 
les deux clones CD4 anti-EBV pour lesquels le bruit de fond 
est tres faible avec le tetramere natif- Cette observation 
renforce 1 ' hypo these selon laquelle le bruit de fond de 

15 marquage obtenu avec le tetramere natif est du a un certain 
pourcentage de fixation non specifique du tetramere au CDS. 

Sur la figure 3 , sont representees les differences 
de marquages obtenues avec les tetrameres mutes et natifs 
charges avec pp65 sur des clones specif iques. La difference 

20 entre les courbes de saturation obtenues avec le tetramere 
mute et le tetramere natif montre qu'il existe un plus grand 
nombre de sites de fixation pour le tetramere natif que pour 
le tetramere mute sur ces clones : il est done fortement 
probable que, dans le cas du tetramere natif, certaines 

25 valences interagissent avec le CD 8 seul , d'autant que cette 
molecule est exprimee a une densite largement superieure a 
celle du TCR a la surface du lymphocyte T. 

D'autres experiences ont ete realisees pour tester 
si le marquage specifique avec le tetramere mute etait 

30 signif icativement affecte par le degre de CD 8 dependance de 
clones specif iques. En effet, il est notoire que parmi les 
clones T CD8t , certains clones ont fortement besoin du CD 8 
pour renforcer 1 • interaction specifique entre leur TCR et le 



WO 01/18053 



14 



PCT/FROO/02443 



5 complexe HLAA-peptide , tandis que d'autres clones s ' en 
dispensent . 

Le degre de CD 8 dependance a ete estime selon le 
test de cytotoxicity de Couedel et al (4) avec ou sans 
anticorps ant i- CD 8 et est considere comme inversement 
10 proportionnel a 1 ' af finite du TCR pour le complexe HLA- 
peptide . 

"Sur la figure 4A, est represents un test de 
cytotoxicity contre une lignee HLA-A02 01 chargee en peptide 
BMLFl (IOmM) avec deux clones specif iques - Le clone A2.10 est 
15 tres CD8 dependant puisque sa cytotoxicity est abrogee par 
1- anticorps anti-CD8, tandis que le clone A4 . 5 est 
relativement peu CD 8 dependant. 

Un marquage avec le tetramere mute et un marquage 
avec un anticorps anti-CD3 ont ete realises pour estimer ~te 
20 nombre de TCR exprimes a la surface. Les resultats sont 
donnes sur les figures 4B (marquage CD3) et 4C (marquage du 
tetramere mute BMFL1/A2) . 

On constate que le ratio marquage 

tetramere/marquage CD 3 est tres comparable pour les deux 
25 clones, ce qui indique que le marquage avec le tetramere mute 
est peu affects par le degre de CD8 dependance (et done par 
inference, par 1 ' af finite du TCR). 

Ainsi, la diminution d ' af finite pour le CD 8 induite 
par la mutation de la molecule HLA n'affecte pas 
30 signif icativement le marquage specif ique du tetramere. 
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b) Detection de cellules specif igues au sein d 1 une 
population pdlyclonale 

Pour comparer la capacite de detection du tetramere 
natif et mute d'un faible pourcentage de cellules specif iques 
au sein d'une population polyclonale, des lymphocytes 
peripherigues de deux patients HLA-A0201 (designes par A et B 
ci-apres) ont ete marques. . II s 1 agit de patients chez 
lesquels une reponse anti -peptide pp65 du CMV avait ete 
prealablement demontree. Ces lymphocytes avaient ete 
prealablement amplifies polyclonalement In vitro et congeles . 

Les resultats obtenus pour les patients A et B f sont 
reportes sur la figure 5, la figure 5A correspondant au 
patient A et la figure 5B au patient B. II s'agit des 
resultats de simple marquage des tetrameres HLA-A02 0l/pp65--a 
la phycoerythrine a 2 0^g/ml et des doubles marquages 
correspondants (tetrameres marques avec PE et des anticorps 
anti-CD8 marques au FITC) . Cette figure donne egalement les 
moyennes d'intensite de fluorescence (log) . 

On constate tout d'abord que la capacite de 
discrimination du tetramere natif en simple marquage est 
variable en fonction du pourcentage de cellules specifiques 
dans la population de depart. En effet, pour le patient A, le 
pic de cellules positives qui represente 5,60% est aisement 
identifiable tandis que pour le patient B, ce pic est 
contamine par du marquage non specif ique rendant difficile la 
determination du pourcentage de cellules positives. En accord 
avec la litterature, le double marquage tetramere natif et 
anti-CD8 diminue le bruit de fond permettant alors 
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5 d' identifier clairement la sous-population positive et 
d'estimer precisement son pourcentage (0,84% dans ce cas) . 
Ceci demontre done que 1 1 estimation precise du pourcentage de 
cellules positives avec le tetramere natif implique le 
recours au double marquage avec l'anti-CD8. 

l0 En revanche, le simple marquage avec le tetramere 

mute permet chez les deux patients d' identifier sans 
ambiguite un pic de cellules positives. Les pourcentages de 
cellules positives obtenus sont quasiment identiques a ceux 
obtenus en double marquage avec le tetramere natif. Ceci 

15 demontre que toutes les cellules specifiques detectables par 
le tetramere natif le sont egalement avec le tetramere -mute 
et corrobore done les resultats obtenus avec les clones CD 8 
tres dependants et peu dependants, a savoir que la mutation 
n'affecte pas signif icativement la reconnaissance specif ique-. 

20 De plus, ces resultats montrent que le double 

marquage avec le tetramere mute n'apporte pas d' elements 
nouveaux par rapport au simple marquage. Enfin, on peut 
constater que les moyennes de fluorescence obtenues avec 
I'anticorps anti-CD8 lors du double marquage avec le 

25 tetramere natif (216 et 193) pour les patients A et B) sont 
signif icativement plus faibles que celles obtenues en double 
marquage avec le tetramere mute (366 et 370 pour les patients 
A et B) . Les moyennes de fluorescence obtenues apres simple 
marquage de la population totale avec l'anti-CD8 etaient, 

30 respect ivement, de 340 et 355 pour les patients A et B. Cela 
demontre la competition de fixation entre I'anticorps anti- 
CD8 et le tetramere natif, competition qui ne se produit pas 
avec le tetramere mute. 
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It ' utilisation du tetramere mute permet done de se 
dispenser du double marquage avec l'anti-CD8 pour estimer le 
pourcentage de cellules specif iques au sein d'une population 
polyclonale . 

Exemple 3 : Etude comparative de l'efficacite et de 
:. ficite. de tris immunomagnet iques realises avec le 
■ 1 r -TL A-A0201 natif et le tetramere HLA-AO201 mute " 
c le peptide p65 . 

3s monomeres HLA-A02 01 biotinyles et charges en 
. -_^de pp65 ont ete fixes sur des billes magnet iques 
-ouplees a la streptavidine (Dynabeads M-2 8 0 Streptavidin, 
DYNAL. Les populations lymphocyt aires utilisees dans 1 » etude 
sont issues de liquides synoviaux ou de PBL de patients 
atteints de polyarthrite rhumatoide ou de PBL issus -de 
donneurs sains seropositifs pour le CMV. 

Sur la figure 6, sont indiques les resultats d'un 
simple marquage avec le tetramere natif et le tetramere mute 
sur ces populations polyclonales . Avec le tetramere mute, il 
est possible de mettre en evidence un faible pourcentage de 
cellules positives dans les deux pre levements (0,22 % et 0,14 
%) , cellules positives qui ne sont quasiment pas 
identif iables avec le tetramere natif. 

Ces populations ont ete triees avec des billes 
chargees soit avec le tetramere natif, soit avec le tetramere 
mute, puis les populations selectionnees ont ete amplifiees 
in vitro par une stimulation polyclonale (PHA, IL2 , PBL 
irradies) , stimulation qui n'affecte pas la representativite 
des populations amplifiees. 
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5 Un marquage a alors ete realise sur ces populations 

triees et amplifiees avec les deux tetrameres. 

Corame represents sur la figure 6, les cellules 
issues du tri avec le tetramere natif sont positivement 
marquees avec ce meme tetramere, mais en revanche un tres 
10 faible pourcentage de ces cellules sont positives avec le 
tetramere mute (0 # 7 % et 2,88 %) . 

Les resultats sont remarquablement dif f erents apres 
un tri avec le tetramere mute puisque les populations triees 
sont fortement positives avec les deux tetrameres. 
15 Le facteur d ' enrichissement en cellules positives 

obtenu avec le tetramere mute est de 421 pour le prelevement 
1 (92,64 % vs 0,22 %) et de 693 pour le prelevement 2 (97,01 

% vs 0, 14 %) . 

Ces resultats montrent qu'en effectuant un tri avec 
20 le tetramere mute, il est possible d'obtenir ne population 

positive pure a plus de 90 % a partir d'un echantillon dans 

lequel cette population represente 0,1 a 0,2 %. 

La generality de cette observation est illustree 

par le tableau ci-apres, qui decrit les resultats de tris 
25 effectues avec le tetramere natif et le tetramere mute a 

partir de PBL et lymphocytes synoviaux de patients et 

donneurs sains . 
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En ef f ectuant des tris repetes avec le tetramere 
-*?.te, il est possible d'obtenir des populations specif iques 
nures a partir de sous -populations encore moins frequentes 
icf ?BL5 dans le tableau) . En revanche, ce resultat est 
v e3UCGL « plus difficile a obtenir avec le tetramere natif ; il 
"* - --n effet'que les cellules non specif iques isolees par 
Si-emier tri avec le tetramere natif aient une affinite 
f f isan tre--. pour etre a nouveau selectionnees lors des tris 
. terieurs. On aboutit done a des facteurs d » enrichissement 
hs mediocres en realisant un deuxieme tri (cf PBL3 et 
-FL4) . 

Une autre etude a porte sur la reactivite des 
populations - triees pour verifier -que les cellules 
selectionnees pour leur capacite a fixer le tetramere A2 
mute/pp65 etaient bien reactives vis-a-vis de ce complexe 
HLA-peptide dans un contexte physiologique - 

A cet effet, on a etudie 1 ' activation des 
populations lymphocytaires triees, objectivees par 
1' induction a la surface de la chaine a du recepteur a 1 ' IL2 
(CD25), apres mise en presence de cellules T2 (A0201+) 
chargees en peptide pp6 5 . 

Comme le montre la figure 7, les populations triees 
a l'aide du tetramere natif n'expriment pas le CD25 apres 
contact avec les cellules T2 chargees en peptides- 
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En revanche, la majorite des cellules triees avec 
le tetramere mute s'activent en presence de T2 chargees avec 
. le peptide pp65 et le pourcentage de -cellules positives en 
CD25 correspond bien avec le pourcentage de cellules qui 
etaient marquees par le tetramere mute (90,63 % de cellules 
activees vs 92,64 % de cellules marquees et 97,20 % vs 97,01 
% pour les patients 1 et 2 respectivement ) . 

Ces resultats demontrent que les cellules marquees 
et triees avec le tetramere mute sont exclusiveraent des 
cellules reactives, tandis que les cellules triees avec le 
tetramere natif sont non reactives. 

Le fait qu ' on ne retrouve aucune cellule reactive 
apres tri avec le tetramere natif alors qu'on parvenait a 
distinguer quelques cellules positives dans cette population 
est vraisemblablement du au pourcentage trop faible de ces 
cellules pour etre detectables dans un test f onctionnel . 

L 1 ensemble de ces resultats demontre la superiority 
manifeste du tetramere mute par rapport au tetramere natif 
pour selectionner par tri immunomagnetique des populations 
faiblement representees dans la population de depart. 

Lorsque les populations specifiques sont plus 
nombreuses dans le prelevement de depart, il devient alors 
possible d'isoler des cellules reactives avec le tetramere 
natif, mais les degres de purete des populations obtenues 
sont tres inferieurs a ceux obtenus en parallele avec le 
tetramere mute (tableau) . 
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RE VEND I CAT IONS 

1/ Multimeres elabores a. partir de proteines 
recoinbinantes analogues de CMH de classe I, caracterises en 
ce que les proteines comport ent au moins une alteration dans 
la zone d 1 interaction d'une chaine lourde avec le co- 
recepteur CD8 des lymphocytes T conduisant a une reduction, 
voire a la suppression de 1 • af finite de 1 ■ interaction entre 
la chaine lourde et le CDS . 

2/ Multimeres selon la revendication 1, 
caracterises en ce que 1 'alteration concerne le domaine a3 
de la chaine lourde . 

3/ Multimeres selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que 1* alteration correspond a une mutation 
dans le domaine ct3 d'au moins un acide amine, par rapport au 
domaine correspondant, d'une chaine lourde native capable de 
se fixer audit co-recepteur CDS . 

4/ Multimeres selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que l 1 alteration correspond a la 
modification chimique d'au moins un acide amine du domaine 
a3 d'une chaine lourde, par rapport au domaine correspondant 
d'une chaine lourde native capable de se fixer audit co- 
recepteur CD 8 . 

5/ Multimeres selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce que 1' alteration correspond a la deletion 
d'au moins un acide amine du domaine a3 d'une chaine lourde, 
par rapport au domaine correspondant d'une chaine lourde 
native capable de se fixer audit co-recepteur CDS . 
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5 6/ Multimeres selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 5, caracterises en ce qu'ils se presentent 
sous forme de complexes avec des peptides antigeniques . 

7/ Multimeres selon la revendication 6, 
caracterises en ce qu'ils se presentent sous forme de 

10 tetrameres. 

8/ Utilisation des multimeres selon la 
revendication 6 Ou 7 a des fins de detection et/ou 
d' isolement de populations lymphocyt aires- T CD8+ peptides- 
specif iques . 

9/ Utilisation selon la revendication 8 dans un 
procede de tri cellulaire, tel que le tri immunomagnetiqile . 

10/ Methode de detection de populations 
lymphocyt aires T CD8+ peptide-specif iques , a partir d'une 
population polyclonale, caracterisee en ce qu'elle comprend": 
- la mise en contact de la population polyclonale avec des 
multimeres complexes a des peptides antigeniques selon la 
revendication 6 ou 7 , dans des conditions permettant une 
interaction entre les complexes de CMH de classe I 
alteres/peptides et les recepteurs des lymphocytes T ayant 
25 une af finite pour lesdits complexes, 

- la revelation des populations lymphocytaires qui 
se sont fixees auxdits complexes . 

11/ Methode- d' isolement de populations 
lymphocytaires T CD8+ peptide-specif iques , a partir d'une 
30 population polyclonale, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact de la population polyclonale 
avec des billes magnetiques sur lesquelles sont fixees les 
complexes peptide/analogues de CMH de classe I selon la 
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revendication 6 ou 7, dans des conditions permettant une 
interaction entre " lesdits complexes et les recepteurs des 
lymphocytes T ayant une af finite pour lesdits complexes, 

la recuperation des populations fixees, 
1 1 operation de tri etant repetee, si souhaite, et/ou suivie, 
le cas echeant, d'une etape 

d ' amplification in vitro des populations 

selectionnees - 

12/ Populations lymphocyt aires selectionnees, et le 
cas echeant amplifiees, caracterisees en ce qu'elles sont 
exclusivement constitutes de lymphocytes T react if s vis-a-vis 
du peptide d'un complexe avec des multimeres selon la 
revendication 6 ou 7 . 

13/ Compositions pharmaceutiques , utilisables 
notamment en immunotherapie , caracterisees en ce qu'elles 
sont elaborees a partir d'une population lymphocytaire selon 
la revendication 12 en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement inerte. 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° 


Identification des documents cites, avec, te cas echeant. I'indication des passages pertinents 


no. des revendicalions vtsees 


A 


WO 99 11775 A (GEN HOSPITAL CORP ; HARVARD 
COLLEGE (US); GARBOCZI DAVID N (US); WA) 
11 mars 1999 (1999-03-11) 
page 24, ligne 4 - ligne 20; 
revendi cat ions ; exemples 


1,8, 
10-13 


A 


W0 97 44667 A (INST NAT SANTE RECH MED 
; LANGLADE DEMOYEN PIERRE (FR); LONE YU 
CHU) 27 novembre 1997 (1997-11-27) 
revendi cations; exemples 


1,8, 
10-13 


A 


W0 96 26962 A (UNIV LELAND STANFORD 
JUNIOR) 6 septembre 1996 (1996-09-06) 
cite dans la demande 
revendi cations; exemples 


1,8, 
10-13 



[j] 



suite du cadre C pour la fin de la Bste des documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont tndlquds en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

*A* document definissanl I'elal general de la technique, non 
considere comma particuiierement pertinent 

*E* document anterieur, mats publie a la date de depot international 
ou apres cene date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciate (telle qu'indtquee) 

'O* document se referent a une dtvutgalion orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

'P* document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priority revendiquee 



a T" document utterieur publie apres la date de depot international ou la 
dale de priorite et n'appartenenant pas a retal de la 
technique pertinent, mats cite pour comprendre le princtpe 
ou la theorie const it u ant la base de r invent ion 

"X" document particulierernent pertinent: rinven tion revendiquee ne peut 
61 re consideree comme nouveile ou com me impliquanl une acuvite 
inventive par rapport au document considere isoiement 

*Y" document particuiierement pertinent; rinven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impiiquant une actrvite inventive 
lorsque le document est assode a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combtnaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'&' document qui fait partte de la meme female de brevets 



Date a laquelle la recherche interna tion aie a ete effectivement achevee 

6 decembre 2000 


Date d'expedition du present rapport de recherche intemationate 

13/12/2000 


Nom et adresse po stale de r administration chargee de ta recherche intemationale 

Office European des Brevets. P.B. 5818 Patenllaan 2 

NL - 2280 HV Rijswijk 

TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 

Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaiie autorise 

Fuhr, C 



Formulatro PCT/tSA/210 (deuxttms leutta) Uuittet 1992) 
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HE INTERNATIONALE 



Den. e Internationale No 

PCT/FR 00/02443 



C^suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMUE PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avecle cas echeant, i'indtcationdes passages pertinents 



no. des revere* cations vtsees 



R.D. SALTER ET AL. : "A binding site for 
the T-cell co-receptor CD8 on the alpha3 
domain of HLA-A2" 
NATURE , 

vol. 345, 3 mai 1990 (1990-05-03), pages 
41-46, XP002137488 
LONDON ~ GB 

cite dans la demande 

page 44, colonne de droite, alinea 3 -page 
46, colonne de droite, dernier alinea; 
figure 1 



1,8 
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INTERNATIONALE 



Rens eigne merits relatJTs aux membresde families de brevets 



Dem 3 Internationale No 

PCT/FR 00/02443 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



WO 9911775 



11-03-1999 



EP 



1017799 A 



W0 9744667 



27-11-1997 



AU 



3036597 A 



W0 9626962 



06-09-1996 



US 5635363 A 

CA 2212747 A 

EP 0812331 A 

JP 11501124 T 



12-07-2000 



09-12-1997 

03-06-1997 
06-09-1996 
17-12-1997 
26-01-1999 



FofmuJair© PCT/ISA/210 (annexe tamites do brevets) Outlet 1992) 



THIS PAGE BLANKS 



TRAITE DE <^>PERATION EN MATIERE DE Bk^ETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 
CP/4C 59.867 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
a nnwMco (formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 


Demande internationale n° 
PCT/FR 00/02443 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

05/09/2000 


(Date de pnorite (la plus ancienne) " 
(jour/mois/annee) 

06/09/1999 



INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE. . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'admini strati on chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

|T] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



Base du rapport 
a. 



En ce qui concerne ta langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire don nee sous le meme point. 

□ la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration 

b ' ^^S^^^^^S^^l d ? V" 0 ' 60 *^ s ou decides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : - 

\AJ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
I I remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. — ^ 

□ 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. » i»e»<iu 

D ^a declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

2. Q II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
3- Q II y a absence d 'unite de I'invention (voir le cadre II). 

4. En ce qui concerne le titre, 

PH le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 
I I Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

1—] le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
1_J presenter des observations a I'administration dans un delai cf un mois a compter de la date tfexpedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 

□ suggeree parle deposant. rjg a ucune des figures 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n ' est 4 P"bfier. 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 {premiere feuille) (juillet 1998) 
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de Internationale No 

7FR 00/02443 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 C07K14/705 G01N33/68 C12N5/08 



Selon la classification international des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consult ee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C07K G01N C12N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquets a porte la recherche 



Base de donnees elect ronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



W09911775A (GEN HOSPITAL CORP ; HARVARD 
tULTEGE-CUST; GARBOCZI DAVID N (US); WA) 
11 mars 1999 (1999-03-11) 
page 24, ligne 4 - ligne 20; 
revendications; exemples 

W0^97>446£L_A (INST NAT SANTE RECH MED 
; LANGLADE DEMOYEN PIERRE (FR); LONE YU 
CHU) 27 novembre 1997 (1997-11-27) 
revendications; exemples 

WO 96 26962 A (UNIV LELAND STANFORD 
JUNIOR) 6 septembre 1996 (1996-09-06) 
cite dans la demande 
revendications; exemples 

-/-- 



1,8, 
10-13 



1,8, 
10-13 



1,8, 
10-13 



| X | Vo ' r la suite du cadre c P° ur ^ fin de la liste documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A* document definissant I'etaJ general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mats publie a la date de depot international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

'O' document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

*P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



•T 



document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite el n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie const it u ant la base de I* invention 

document particulierement pertinent; Tinven tton revendiquee ne peut 
etre consider6e comme nouvelle ou comme tmpliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impfiquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une person ne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete eflectivement achevee 

6 decembre 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 



13/12/2000 



Nom et adresse postale de Tadministration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Fuhr, C 
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RAPPORT DE RECHSRCHE INTERNATIONALE 



C^^kde Internationale No 

W/FR 00/02443 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avec,le cas echeant, I'fndicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



R.D. SALTER ET AL. : "A binding site for 
the T-cen co-receptor CD8 on the alpha3 
domain of HLA-A2 " 
NATURE, 

vol. 345, 3 mai 1990 (1990-05-03), pages 
41-46, XP002137488 
LONDON GB 

cite dans la demande 

page 44, colonne de droite, alinea 3 -page 
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46, colonne 
figure 1 



de droite, dernier alinea; 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la deuxi6me teuille) (juillet 1992) 
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WSPTO) 



INTEB^VTIONAL SEARCH REPORT 

Irf^^Pition on patent family members 



fTt7 



itlonal Application No 

/FR 00/02443 



Patent document 
cited in search report 




Publication 
date 




Patent family 
member(s) 




Publication 
date 


WO QQ1177R 


A 
H 




EP 


1017799 


A 


12-07-2000 


WO 9744667 


A 
M 


97—1 1 —1 QQ7 

ci— i i— iyy/ 


AU 


3036597 


A 


09-12-1997 


1 1 /"> r\ y"" /"V n 

WO 9626962 


A 


06-09-1996 


US 


5635363 


A 


03-06-1997 








CA 


2212747 


A 


06-09-1996 








EP 


0812331 


A 


17-12-1997 








JP 


11501124 


T 


26-01-1999 



J 




(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS fPCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
Intellectuelle 
Bureau international 

(43) Date de la publication internationaie 
15 mars 2001 (15.03.2001) 




(JO) Numero de publication internationaie 

PCT WO 01/18053 Al 



(51) Classification internationaie des brevets 7 : 

C07K 14/705. GO IN 33/68. C12N 5/08 

(21) Numero de la demande internationaie: 

PCT/FROO/02443 

(22) Date de depot international: 

5 septembre 2000 (05.09.2000) 



(25) Langue de depot: 

(26) Langue de publication: 



francais 
franc; ais 



(30) Donnees relatives a la priori te: 

99^11133 6 septembre 1999(06.09.1999) FR 

(71) Deposant (pour tous les Stats des ignis sauf US): IN- 
STITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 
RECHERCHE MEDICALE (I.N.S.E.R.M.) [FR/FR]; 
101. rue de Tolbiac, F-75654 Paris Cedex 13 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US settlement;: LANG, 
Francois (FR/FR]: 9. rue Magnane, F-44000 Nantes (FR). 
BODINIER, Marie [FR/FR]; 53, rue Fauxe, F-44O00 
Nantes (FR). DAVODEAU. Francois [FR/FR]; 9, rue 



des Capitaines Clerville, F -44000 Nantes (FR). BON- 
NEVILLE, Marc [FR/FR]; 60. rue Massonniere. F-44120 
Venou (FR). 

(74) Mandataire: PEAUCELLE, Chantal; Cabinet Armen- 
gaud Aine, 3. avenue Bugeaud, F-75I 16 Paris (FR). 

(81) Etats designes (national)*, AE, AG, AL, AM. AT, AU. AZ. 
BA, BB. BG, BR. BY, BZ. CA, CH, CN, CR, CU. CZ. DE. 
DK, DM. DZ, EE. ES. FI. GB. GD, GE, GH, GM. HR. HU, 
ID. IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC. LK. LR, LS, 
LT. LU, LV. MA, MD. MG. MK. MN, MW, MX, MZ. NO, 
NZ. PL, FT. RO, RU. SD, SE, SG. SI. SK, SL. TJ. TM, TR. 
TT. TZ. UA, UG, US, UZ. VN. YU. ZA, ZW. 

(84) Etats designes (regional): brevet ARiPO (GH. GM, KE 
LS, MW. MZ, SD, SL, SZ. TZ, UG. ZW), brevet eurasien 
(AM. .AZ. BY, KG, KZ, MD. RU. TJ, TM), brevet europeen 
(AT. BE. CH. CY. DE, DK. ES, FI. FR. GB. GR, IE, IT, LU, 
MC. NL. PT, SE). brevet OAPI (BF, BJ. CF, CG, CI, CM. 
GA. GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD. TG). 

Publiee: 

— Avec rapport de recherche internationaie. 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions. se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations "figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: METHOD FOR DETECTING AND PURIFYING TCD8+ LYMPHOCYTE POPULATIONS SPECIFIC OF PEPTIDES 
PRESENT IN THE CONTEXT OF HLA 

^"J (54) Tttre: MOYENS DE DETECTION ET DE PURIFICATION DE POPULATIONS LYMPHOCYTAI RES TCD8+ SPECI- 
< F1QUES DE PEPTIDES PRJESENTES DANS LE CONTEXTE HLA. 



CO 

Urj (57) Abstract: The uwenuon concerns mul timers developed from recombinant proteins analogues of MHC class I, characterised in 
Cg that the proteins comprise at least an alteration in the zone of interaction of a heavy chain with the T-ceU co-receptor CDS leading 
^ to a reduction, even the suppression of the affinity of the interaction between the heavy chain and CD8. Said mul timers forming 
complexes with antigenic peptides are useful for diagnostic and therapeutic purposes. 



0(d7) Abrege: Uinvenuon vise des muJ tune res elabores a panir de prote'ines recorabinantes analogues de CMH de classe I. caracte- 
nses en ce que les proieines component au moins une alterauon dans la zone d'imeraction d'une chame lourde avec le co-recepteur 
^ ^ lvm Pbocytes T conduisant a une reduction, voire a la suppression de Paffinite de rinteracrion entre la chaine lourde et le 

CDS - A PP»c3iions de ces multimeres complexes a des peptides anbgeniques a des fins diagnostiques et therapeuuques. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



'He. onal Application No 

PCT/FR 00/02443 



$ ■ CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07K14/705 G01N33/68 C12N5/08 



According to International Patent Classification f IPC) or lo boih national classification and IPC 



8. FIELDS SEARCHED 
Minimum < 



jp^ j documematwn searcnea (cta^sfcanon system followed oy ciassif cation symbols ) 



Documentation searcned other than minimum documentation to tne extent mat sucn documents 



are mcmoeo in the tieias searcned 



Electronic data base consulted dunng me international search (name of data base ana wnere practical search Ie rms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation of document. w«h indication, where appropriate, of the relevant 



passages 



Relevant to datm No. 



WO 99 11775 A (GEN HOSPITAL CORP ; HARVARD 

COLLEGE (US); GARBOCZI DAVID N (US)- WA) 

11 March 1999 (1999-03-11) 

page .24, line 4 - line 20; claims; 

examples 

WO 97 44667 A (INST NAT SANTE RECH MED 
; LANGLADE DEMOYEN PIERRE (FR); LONE YU 
CHU) 27 November 1997 (1997-11-27) 
claims; examples 

WO 96 26962 A (UNIV L ELAND STANFORD 
JUNIOR ) 6 September 1996 (1996-09-06) 
cited in the application 
claims; examples 

-/— 



1.8, 
10-13 



1,8, 
10-13 



1,8, 
10-13 



| X| Furtrier documenis are listed m me continuation of Box C. 
• Special categories of cited documents : 



0 



Patent family members are listed in annex 



*A* document deftiung the general state oi the an which is not 
considered to be of particular relevance 

earner document but published on or after the international 
filing date 

*L' document which may throw doubts on priority claim's) or 
wnich is cited to establish tne publication date of anotner 
citation or otner special reason (as specified) 
*0* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
otner means 

,p * document published prior to the international filing date but 
later than the poority date claimed 



T later document published after the iruernalioriai fling date 
or priority date and not in conflict with the application but 
ated to understand tne ponapte or theory unoeny^g the 
nvention ' 

*X* document of particuiar relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step wnen the document is taken alone 

•Y", document of particular relevance: me claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document s combined witn one or more other sucn docu- 
ments, sucn combination being obvious to a person sidled 
m the art. 

*&* document member of the same patent famrty 



Date of the actual completion of the international search 

6 December 2000 



Data of maikng of the intematonai search report 

13/12/2000 



Name and mailing address or tne tSA 

European Patent Office. P.B. Saifl Pateniiaan 2 
NL - 2280 HV R,sw^k 
Tel (*3t-70) 340-2040. Tx. 31 65l eponl 
Fax (*3 1-70)3*0-3016 



Authorized officer 



Fuhr, C 



£own *C MSA/210 (Mcono w^*«<» (jv*f 1992) 
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C.<Continuatiom OOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


intet mat Application No 

PCT/FR 00/02443 




Category 


Citation ot document, with indication. wrtere appropriate, ot trie relevant passages " " 


Relevant to claim No. 




A 


R.D. SALTER ET AL. : "A binding site for 
the T-cell co-receptor CDS on the alpha3 
domain of HLA-A2" 
NATURE , 

vol. 345, 3 May 1990 (1990-05-03), pages 
41-46, XP002137488 
LONDON GB 

cited in the application 
page 44, right-hand column, paragraph 3 
-page 46, right-hand column, last 
paragraph; figure 1 


1,8 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

.nformatton on patent family members 



intei anal Application No 

PCT/FR 00/02443 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
memtoer(s) 



Publication 
date 



WO 9911775 



11-03-1999 



EP 



1017799 A 



WO 9744667 



27-11-1997 



All 



3036597 A 



WO 9626962 



06-09-1996 



US 
CA 
EP 
JP 



5635363 A 
2212747 A 
0812331 A 
11501124 T 



12-07-2000 

09-12-1997 

03-06-1997 
06-09-1996 
17-12-1997 
26-01-1999 



Po«m PCTrfSVJiO UMMm tarwy arrmai (Jo* tS8S> 



THIS PAGE BLANK u»™ 



REQUETE PCT 



1/5 

Original (pourPRESENTATION) - imprime le 05.09.2000 04:04:20 PM 



CP/AC 59.867 



0 

0-1 


Reserve a I'office recepteur 
Demande Internationale No. 




0-2 


Date du depdt international 




0-3 


Nom de I'office recepteur et "Demande 
Internationale PCT 




0-4 


Formulaire - PCT/RO/101 Requete 
PCT 

Prepare avec 


PCT-EASY Version 2.90 
(mis a Tour* 08 03 2(1(10^ 


0-5 


Petition 

Le soussigne requiert que la presente 
demande intemationale soit traitee 
conformement au Traite de cooperation 
en matiere de brevets 




0-6 


Office recepteur (choisi.par le 
deposant) 


Institut national de la propriete 
industrielle (France) (RO/FR) 


0-7 
■ 


Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 


CP/AC 59.867 



II 

11-1 

II-2 
II-4 

II-5 



II-6 
II-7 
II-8 
II-9 



JIM 

111-1-1 

IIM-2 
111-1-4 
111-1-5 



111-1-6 
111-1-7 



DE POPULATIONS LYMPHOCYTAIRES TCD8+, 
SPECIFIQUES DE PEPTIDES PRESENTES DANS 
LE CONTEXTE HLA 



Deposant 

Cette personne est : 

Deposant pour 
Nom 

Adresse: 



Nationality (nom de I'Etat) 
Residence (nom de I'Etat) 
No. de t6lephone 
No de telecopieur 



Deposant et/ou inventeur 
Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 
Adresse: 



Nationality (nom de I'Etat) 
Residence (nom de I'Etat) 



Deposant seulement 

Tous les Etats designes sauf US 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 

RECHERCHE MEDIC ALE (I.N.S.E.R.M.) 

101, rue de Tolbiac 

F-75654 PARIS CEDEX 13 

France 

FR 

FR 

01-44-23-60-00 
01-45-85-68-56 



Deposant et inventeur 
US seulement 
LANG, Franco is 

rue Magnane 
F-44000 NANTES 
France 
FR 
FR 
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iri-2 

111-2-1 

ni-2-2 

IH-2-4 
III-2-5 



tll-2-6 
III-2-7 



III-3 
111-3-1 

III-3-2 

III-3-4 

III-3-5 



IH-3-6 
III-3-7 



III-4 
II 1-4-1 

III-4-2 
111-4^ 
IIM-5 



1II-4-6 
III-4-7 



Original (pourPRESENTATlON) - imprime le 05.09.2000 04:04:20 PM 



Deposant et/ou inventeur 
Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 

Adresse: 



Nationalite (nom de I'Etat) 
Residence (nom de I'Etat) 



Deposant et/ou inventeur 

Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 
Adresse: 



Nationalite (nom de I'Etat) 
Residence (nom de I'Etat) 



IV-1 



IV-1-1 
IV- 1-2 



Deposant et/ou inventeur 
Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE. Prenom) 
Adresse: 



Nationalite (nom de I'Etat) 
Residence (nom de I'Etat) 



IV-1 -3 
IV-1 -4 
IV- 1-5 



Mandataire ; Representant commun 
ou adresse pour la correspondance. 
La personne nominee ci-dessous est/a 
ete designee pour agir au nom du ou 
des deposants aupres des autorites 
intemationales competentes, comme 
Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 
Adresse: 



No. de telephone 
No de telecopieur 
Courrier electronique: 



Deposant et inventeur 

US seulement 

BODINIER, Marie 

53 rue Faure 

F-44000 NANTES 

France 

FR 

FR 



Deposant et inventeur 

US seulement 

DAVODEAU, Francois 

9 rue des Capitaines Clerville 

F-44000 NANTES 

France 

FR 

FR 

Deposant et inventeur 

US seulement 

BONNEVILLE, Marc 

6 0 rue . Massonniere 

F-44120 VERTOU 

France 

FR 

FR 



|mandataire 

PEAUCELLE, Chantal 
Cabinet ARMENGAUD AINE 
Cabinet ARMENGAUD AINE 
3 , Avenue Bugeaud 
F-75116 PARIS 
France 

01-45-53-05-50 
01-47-55-12-96 
annengau®club - internet . f r 
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IV-2-3 
IV-2-5 



V 
V-1 
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Mandatafre(s) supplementaire(s) 
Norn {NOM DE FAMILLE, Prenom) 
Adresse: 



No. de telephone 
No de telecopieur 
Courrier electronique: 



Designation d'Etats 



Brevet regional 
(d'autres formes de protection ou de 
traitement, le cas echeant, sont 
specifiees entre parentheses pour les 
Etats designes concemes) 



mandataire 
ARMENGAUD, Alain 
3 , Avenue Bugeaud 
F-75116 PARIS 
France 

01-45-53-05-50 
01-47-55-12-96 
annengauOclub- internet . f r 



AP: GH GM KE LS MW SD SL SZ TZ UG ZW et 
tout autre Etat qui est un Etat 
contractant du Protocole de Harare et du 
PCT 

EA: AM AZ BY KG KZ MD RU TJ TM et tout 
autre Etat qui est un Etat contractant 
de la Convention sur le brevet eurasien 
et du PCT 

EP: AT BE CH&LI CY DE DK ES FI FR GB GR 
IE IT LU MC NL PT SE et tout autre Etat 
qui est un Etat contractant de la 
Convention sur le brevet europeen et du 
PCT 

OA: BF BJ CF CG CI CM GA GN GW ML MR NE 
SN TD TG et tout autre Etat qui est un 
Etat meinbre de l'OAPI et un Etat 
contractant du PCT 



V-2 



V-3 



Brevet national 

(d'autres formes de protection ou de 
traitement, le cas echeant, sont 
specifiees entre parentheses pour les 
Etats designes concemes) 



AE AG AL AM AT AU AZ BA BB BG BR BY CA 

CH&LI CN CR CU CZ DE DK DM DZ EE ES FI 

GB GD GE GH GM HR HU ID IL IN IS JP KE 

KG KP KR KZ LC LK LR LS LT LU LV MA MD 

MG MK MN MW MX NO NZ PL PT RO RU SD SE 

SG SI SK SL TJ TM TR TT TZ UA UG US UZ 

VN YU ZA ZW 



Brevet national (Etats devenus parties 
au PCT apres la diffusion de la presente 
version du loqiciel EASY) 



BZ 
MZ 
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V-5 


Declaration concarnant les 
designations de precaution 
Outre les designations faites sous les 
rubriques V-1, V-2 et V-3. le deposant 
fait aussi, conformement a la regie 
4.9.b), toutes les designations qui 
seraient autorisees en vertu du PCT, a 
I'exception de toute designation(s) 
indiquee(s) dans la rubrique V-6 
ci-dessous.Le deposant declare que ces 
designations additionnelles sont faites 
sous reserve de confirmation et que 
toute designation qui n'est pas confirmee 
avant ['expiration d'un delai de 15 mois a 
compter de la date de priorite sera 
consideree comme retiree par le 
deposant a ('expiration de ce delai. 




V-6 


Exclusion(s) des designations da 
precaution 


NEANT 


VI-1 


Revendication da priorite d'une 
demande nationals anterieure 










VM-1 


Oate du depot 


06 


septembre 1999 


(06.09.1999) 


VI-1 -2 


Numero 


9911133 






VI- 1-3 


Pays 


FR 








VI-2 


Requete pour le document de priorite 
L'office recepteur est prie de preparer et 
de trans me ttre au Bureau international 
une copte certifiee conforme de la ou 
des demandes anterieures mentionnees 
ci-dessus sous la/Ies rubriques: 


VI- 


-1 






VIM 


Administration chargee de la 
recherche Internationale choisie 


Office europeen des brevets (OEB) 
(ISA/EP) 


VII-2 


Demande d'utilisation des res ul tats 

ri'una rachorrho antorionra* mantinn 

de cette recherche 










VI 1-2-1 


Date 


06 


septembre 1999 


(06.09.1999) 


VII-2-2 


Numero 


FA 


580370 






Vtl-2-3 


Pays (ou office regional) 


EP 








VIII 


Bordereau 


Nombre de feuilles 


Dossier(s) electronique(s) jointfs) 


VIII-1 


Requete 


5 




VIII-2 


Description (sauf partie reservee au 
listage des sequences) 


22 




VIII-3 


Revendications 


3 




vni-4 


Abrege 


1 


1195.tXt 


VIII-5 


Dessins 


7 




VUI-6 


Partie de la description reservee au 
istage des sequences 


1 




VIII-7 


TOTAL 


39 
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VI 11-6 


Elements joints 


Document(s) papier joint(s) 


Dossiers) electromque(s) ioint(s) 


Feuilie de calcul des taxes 






V1IM5 


Listage des sequences de nucleotides 
ou d'acides amines^sous fonne 
dechiffrable par ordinateur 




disquette distincte 


VIII-16 


Disquette PCT-EASY 




disquette 


VIIM8 


Figure des dessins qui doit 
accompagner I'abrege 


Pas de figure 


Will AQ 

VHI-19 


Langue de depot de.Ia demande 
Internationale 


f ranc/ais 




IX-1 
IX-1-1 


Signature du deposant ou du 
mandataire 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 


PEAU^^^^a^^l " 


IX-2 


Signature du deposant ou du 
mandataire 






IX-2-1 


Nom (NOM DE FAMILLE. Prenom) 


ARMENGAUD , Alain 




RESERVE A L'OFFICE RECEPTEUR 


10-1 


Date effective de reception des pieces 
supposees constituer la demande 
Internationale 




10-2 

10-2-1 
10-2-2 


Dessins: 
Recus 
non recus 




10-3 


Date effective de reception, rectifiee 
en raison de la reception ulterieure, 
mais dans les delais, de documents 
ou de dessins comptetant ce qui est 
suppose constituer la demande 
Internationale: 




10-4 


Date de reception, dans les delais, 
des corrections demandees selon 
['article 11.2) du PCT 




10-5 


Administration chargee de la 
recherche Internationale 


ISA/EP 


10-6 


Transmission de la copie de 
recherche differee jusqu'au palement 
de la taxe de recherche 




RESERVE AU BUREAU INTERNATIONAL 


11-1 


Date de reception de I'exemplaire 
original par le Bureau international 
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